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La presente invention concerne un procede perfectionne 
de fermentation pour la production d'une matiere a base de 
proteines, procede dans lequel on utilise du methane comne 
source de carbone et dans lequel la formation de mousse est 
soit supprimee soit reduite. La presente invention est egale- 
ment relative aux micro-organismes et aux melanges de micro- 
prganismes a utiliser dans ce procede. 

On connatt des precedes pour la production d'une matiere 
a base de proteines utilisant du methane comme source de car- 
bone. Dans de tels precedes, un micro-organisme utilisant du 
methane est cultive dans un bouillon-'comprenant un milieu nutm- 
tif aqueux en presence de methane et d'un gaz contenant de 
l'oxygene. Le bouillon est contenu dans un appareil de fermen- 
tation et est soumis a une agitation pendant 1' operation. L'agi- 
15 tation peut etre realisee par le gaz ou le melange de gaz appli- 
ques au bouillon seul ou en combinaison avec un agitateur tel 

qu'une turbine. 

La presence de mousse dans les procedes de fermentation 
„jp;»t Stre une caracteristique indesirable. Dans les cas extrS- 
20~mes, 1* accumulation de mousse dans 1'appareil de fermentation 
est si importante que la mousse deborde. Dans tous les cas, la 
presence de mousse peut reduire l'efficacite de l'agitation 
et conduire a un manque d' homogeneity dans le bouillon, ce qux 
peut affecter la croissance et le rendement du processus de 

25 culture • _ _ 

Diverses techniques chimiques et divers dispositifs 

^ ^Icaniques ont ete proposes afin de regler la quantite de mousse 
dans les fermentations. A titre d'exemple, on a a;joute dans le 
bouillon des agents anti-mousse tels que de l'huile siliconee. 

30 Cependant, ces agents peuvent ggner le metabolisme du processus 
de culture dans une mesure telle que le taux de production des 
cellules microbiennes soit reduit. En outre, 1' agent anti-mousse 
peut gtre transports dans la biomasse produite par le procede 
et peut la contaminer. On a propose plusieurs dispositifs meca- 

35 niaues pour regler la quantite de mousse mais ils ne sont pas 
totalement satisf aisants car ils sont couteux a installer et a 
utiliser et ils sont sujets a des pannes. 

On a trouve oue dans les procedes de production d'une 
matiere a base de proteines dans lesquels le methane est utilise 
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comrae source de carbone, la formation de mousse peut §tre 
particulierernent ggnante. Les substances favorisant l f appari- 
tion de mousse sont formees par le nicro-organisme utilispjit 
le -ethane pendant la culture* Ces substances sont secretees 
5 dpns le bouillon par le micro-organisme vivant et y sont 

dispersees sous la forme de produits de lyse lorsque le micro- 
organisme meurt. On a trouve que la formation de mousse dans 
les fermentations utilisnnt du methane peut Stre supprimee ou 
reduite y-ar l 1 utilisation dans la culture du procede de mdlan- 

10 ges de souches de nicro-organismes. 

La presente invention cr6e un proc6d6 de production 
d'une matiere a base de proteines utilisant du me thane comme 
source de carbone qui consiste a cultiver dans un bouillon com- 
prenant un milieu nutritif aqueux, en presence de methane et 

15 d'un gaz contenant de l'oxyg&ne libre, un micro-organisme utili- 
sant le methane et au moins un micro- organisme qui peut utili- 
ser les substances favorisant l f apparition de mousse formees 
par le micro-organisme utilisant le methane* 

L 1 operation peut Stre soit discontinue soit continue. 

20 II est preferable pour des raisons d'economie de travailler 
en continu sous des conditions constantes. 

Tout milieu aqueux qui est connu comme 6tant appro- 
prie pour la culture de micro-organismes utilisant du methane 
est approprie pour gtre utilise dans le proced6 selon la pre- 

25 sente invention. La source d 1 azote est habituellenent une forme 
d' azote combinee, par exemple, des ions nitrate ou ammonium. 
Cependant 1* azote elementaire tel que 1* azote present dans 
I'air convient lorsvue le ir.icro-organisne est capable d f utiliser 
cette source d* azote. 

jO Les substances favorisant 1* apparition de mousse sont 

habituellement des produits de lyse du micro-organisme utili- 
sant le methane. Ces substances sont des proteines, des lipides, 
des acides nucleiques et des hydrates de carbone. 

Le pH du bouillon pendant la culture peut etre naintenu 
35 a une vsleur cocprise dans la gamme de 4,5 a 6,0 et notanment 
dans la gamme de 5,5 a 7,C, On peut ajouter au bouillon selon 
les besoins, pour raintenir le pH, un acide ou un alcali tel 
cue, par exemple, un hydroxyde d'un metal alcalin ou de 1" am- 
moniac ou de l f hydroxyde d' ammonium. On prefere travailler a ion 
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pH de 1'ordre de 6,5 et a une temperature d'environ 45°C lors- 
oue le micro-organisme utilisant le metbane est une souche de 
Methylococcus. Lorsque soit 1' ammoniac, soit 1'hydroxyde d am- 
monium est utilise pour regler le P H, les ions ammonium dans 
le bouillon peuvent egalement servir en tant que source d azote. 
Le S ions ammonium peuvent empecher ou reduire le taux de 
croissance du micro-organisme utilisant du metbane. En conse- 
quence, la concentration en ammonium dans le bouillon ne doit 
pas depasser avantageusement 100 milligrammes par •* do1 * 

gtre compris, de preference, dans la gamme de 2 a 50 milligram- 

mes par litre. 2rk0 n x 

La temperature pent se situer dans la gamme de 50 C a 
55°C, cependant le precede est habitue llement realise a une 
temperature comprise dans la gamme^de 35«>C a 50<>C et, en parti- 
al; culler, dans la gamme de 45°C a 50*C. 

Le metbane pent etre amene sous la forme de metbane 
ou d'un gaz contenant du metbane tel que, par exemple , du gaz 
naturel ou de gisement. Le gaz contenant de 1'oxygene libre 
est normalement de l'air. 
PO Lore d'une operation continue & des taux de production 

acceptables Industrie llement utilisant des melanges methane/air, 
la proportion de methane amenee au bouillon est normalement 
de 16 volumes par rapport aux 84 volumes d'air. La proportion 
du methane vis-a-vis de l'air pent etre comprise dans la gamme 
de 8 a ^0 volumes de methane pour 92 a 60 volumes d'air. 

Lors de 1' utilisation de melanges gaz naturel/axr, la 
proportion de gaz naturel amenee au bouillon est normalement 
de 17 volumes par rapport aux 85 volumes d'air. La proportion 
du gaz naturel par rapport a l'air pent etre de 8,5 a 42 volu- 
mes de gaz naturel pour 91,5 a 58 volumes d'air. 

L« agitation peut provenir uniquement du methane ou 
du gaz contenant du metbane et du gaz contenant de 1'oxygene 
lihre amene dans le bouillon. Cependant, un agitateur peut etre 
employe. Lorsqu'on utilise une turbine, des vit esses ^rota- 
tion typiques peuvent Stre comprises dans la gamme de 100 a 
50O0 tours par minute. 

Lors de la mise en oeuvre du procede, le milieu 
nutritif aqueux contenant les produits nutritif s,necessites 
par le micro-organisme utilisant du metbane pour la croissance, 
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peut §tre inciule avec un mrlaxige de micro-organismes compre- 
nant un micro-organisme utilisant le methane et un ou plusieurs 
micro-organismes qui peuvent utiliser les substances favorisant 
I'apparition de mousse, forroees par le micro-organisme utili- 
5 sant le methane et la culture ,est commencee en presence de 
methane et d'un gaz contenant de l'oxygene, habituellement de 
I'air. A titre de variante, le milieu peut §tre inocule a une 
culture pure d 1 un micro— organisme utilisant du methane et la 
culture peut Stre commencee sous des conditions non ase£tiques. 

10 Un ou plusieurs micro-organismes qui peut ou qui peuvent utili- 
ser les substances favorisant I'apparition de mousse , formees 
par le micro-organisme utilisant le methane f se developpent natu- 
rellement sous ces conditions a mesure que la croissance du 
micro-organisme utilisant du methane se poursuit. 

15 Lors d'une operation normale, la proportion quant au 

nombre de cellules du micro-organisme utilisant du methane 
presentes dans %e bouillon par rapport au nombre' de cellules 
. du micro-organisme ou des micro-organismes qui peut ou qui peu- 
vent utiliser les substances favorisant I'apparition de mousse 

20 peut etre comprise dans la gamme de 4-0 a98% et notaiament dans 
la gamme de 80 a 95%* La proportion des cellules du micro- 
organisme ou des micro-organismes qui peut ou qui peuvent utili- 
ser les substances favorisant I'apparition de mousse semble aug- 
menter avec des variations dans les conditions de travail qui 

25 conduisent a une lyse des cellules du micro-organisme utilisant 
le methane. 

Tout micro-organisme utilisant du methane peut §tre 
employe dans le procede selon la presente invention* Le micro- 
organisme peut Stre avantageusement un element du groupe 

50 Methylomonas , Methylobacter , Methylosinus ou Methylococcus 

comme decrit par Whittenbury et Collaborateurs dans : " Journal 
of General Microbiology (1970) Vol, 61 page 215. Un groupe 
particulierement prefere est Methylococcus (Whittenbury). Une 
espece preferee est Methylococcus capsulatus. Cette espece fut 

55 docrite tout d'aoord par J.V. Foster et R.H* Davis dans 
"J. Bacteriology 1966 f Vol.91 f page 1924-"et ensuite par 
Wittenbury et Collaborateurs dans "J. Gen. Microbiology" 1970, 
V-ol. 61 , page 205. Un micro-organisme particulierement convena- 
ble est la souche Foster et Davis de Methylococcus capsulatus 



3NSDOCID: <FR 2311091A1 .1 > 



2311091 



qui a ete deposee a la collection de cultures "American Type 
Culture Collection " ou elle porte le numero 19069. Une autre 
souche particulierement convenable de Methylococcus a ete 
deposee au "National Collection of Industrial Bacteria, 
5 Aberdeen, Ecosse " ou elle a recu le numero NCI3 10656. Le 
Methylcoccus capsulatus numero NCIB 10856 est une nouvelle 
souche oui a ete isolee dans les laboratoires de la demande- 
resse a parti r d'un echantillon de sol. Sauf les exceptions 
mentionnees ci-apres, les caracteristiques physiologiques et 
i0 morphologiques de la souche numero NCIB 10856 sont les memes 
que celles de la souche ATCC numero 19069- La nouvelle souche 
NCIB 10856 differe de la souche connue ATCC 19069 en ce qu'elle 
donne lieu a une productivity superieure et un meilleur rende- 
ment que la souche ATCC 19069 dans une culture continue. Les 
15 deux souches foment une matiere capsulaire de polysaccharides 
extra-cellulaires mais la nouvelle souche produit moins de 
matiere capsulaire que la souche connue. La nouvelle souche 
peut etre eeparee plus facilement par c entrifugation du bouil- 
lon qui la contient que la souche ATCC 19069. On suppose que 
20 cette c aracteristique est due a la plus petite quantite de 
matiere capsulaire produit e. 

Le micro-organisme qui peut utiliser les substances 
favorisant 1' apparition de mousse peut Stre un ou plusieurs 
des elements du genre Acinetobacter, Alcaligenes, Agrobacterium 
25 .Moraxella, Pseudomonas, Flavobacterium; Bacillus, Microcccus ou 
Pediococcus. Jusqu'a 40% du nombre total des cellules micro- 
biennes presentes dans le bouillon peuvent §tre constitutes 
d'une ou plusieurs bacteries utilisant des substances favorisant 
1« apparition de mousse qui sont choisies a partir du genre 
30 Acinetobacter, Alcaligenes, Agrobacterium, Moraxella on Pseudo- 
monas. Les bacteries utilisant les substances favorisant 1' appa- 
rition de mousse des genres Flavobacterium, Bacillus, Micro- 
coccus et Pediococcus sont le plus souvent presentes selon 
une proportion representant jusqu'a 1% du nombre total des 
35 cellules. Le micro-organisme utilisant les substances favori- 
sant 1* apparition de mousse est avantageusement un element du 
genre Acinetobacter, Alcaligenes, Agrobacteriur., Moraxella ou 
Pseudomonas . 

Bes exemples de ces micro-organismes oui ont ete 
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isoles dans les laboratoires de la demanderesse et deposes 
au "National Collection of Industrial Bacteria (NCIB) Aberdeen , 
Ecosse " sont une souche de Moraxella NCIB numero 11135, line 
souche d 'Alcaligenes , d 1 Agrobacterium ou de Pseudomonas NCIB 
numero 11136 , une souche d f Alcaligenes , d •Agrobacterium ou de 
Pseudomonas NCIB numero 111 37 , une souche d 9 Alcaligenes ou de 
Pseudomonas NCIB numero 11138, une souche d 1 Alcaligenes NCIB 
numero 11139, une souche d 1 Acinetobacter NCIB numero 11140, 
une souche d* Alcaligenes, d' Agrobacterium ou de Pseudomonas 
NCIii numero 11141 et une bacterie en forme de bfitonnets varia- 
bles a coloration Gram non identifiee NCIB num£ro 11134. Ces 
souches sont identifiees en utilisant des essais bacteriologi- 
ques habituels selon les ouvrages : Bergey's Manual of Determina- 
tive Bacteriology, 8eme Edition; Skerman, " The Genera of 
Bacteria, 2eme Edition, Williams et Wilkins CO., Baltimore " ; 
"Identification of Medical Bacteria " , C owan et Steel, Cambridge 
University Press, 1966 et " The Distribution and Identification 
of Non-Fermenting Bacteria" J.J.J. Snell, Public Health Labora- 
tory Service Monograph, Series number 4, H.M.S.O., Londres. Les 
micro-organismes utilisant les substances favorisant I 1 appari- 
tion de mousse peuvent 8tre employes seuls ou en combinaison* 

L 1 invention est representee et decrite en detail dans 
les exemples non limitatifs ci-apres. 

EEEMFLE 1 

On cultive, dans cinq litres (volume de travail) d'un 
bouillon qui est contenu dans un appareil de fermentation 
d'une capacite de sept litres, un melange de bacteries se com-, 
posant d'une souche de bacterie Methylococcus capsulatus ATCC 
19069 utilisant du methane et de 1* azote elementaire et de 
bacteries qui peuvent utiliser les substances favorisant 1' ap- 
parition de mousse, formees par Methylococcus. L'operation est 
continue et non aseptique. Le bouillon est maintenu a une tem- 
perature de 45° C. L' agitation est obtenue par une turbine 
tournant a une vitesse de 1000 tours par minute * On ajoute un 
milieu nutritif aqueux frais au bouillon selon un taux de dilu- 
tion de 0,.18h . Le milieu presente la composition suivante : 



kh^o^ 

N a2 HP0 4 , 12H 2 0 



175,0 milligrammes 



150,0 



n 
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OaCl 2 (anhydre) 20,0 

CuSO^, SHgO 2,0 

5 FeSO^, 7H 2 0 7,5 

ZnS0 4 , 7^0 0,5 

MnSO^, H 2 0 0,5 

CoClg, 6HgO 0,02 

NagMoO^, 2H 2 0 0,2 " 

-10 Eau distillee quantity suffisante pour 

un litre. 

Le pH est a juste a 6,4 en utilisant une solution 
aqueuse d'hydroxyde de sodium2,0 N. L' azote est amene sous la 
forme d 'hydroxyde d ' ammonium et d'air. La quantite d'hydroxyde 
15 a* ammonium amenee au bouillon est suffisante pour satisfaire a 
95% du besoin en azote des bacteries presentes. Les % restants 
sont satisfaits par 1' azote elementaire present dans l'air. 

Le methane est amene a un debit de 6 volumes par 
volume par heure et l'air a un debit de 24- volumes par volume 

20 par heure. La fermentation est stable et donne ,sous une opera- 
tion a conditions constantes, une densite cellulaire de 3,^ 
grammes par litre et une product ivite d' environ 0,6>1 gramme 
par litre par heure. Dans tous les exemples, le poids des 
cellules est exprime en tant que le poids sec. On n' observe 

25 pas de formation de mousse par les bacteries. 

On double la concentration du milieu nutritif aqueux 
et de l'hydroxyde d* ammonium amene au bouillon. II en resulte 
une augmentation de la densite cellulaire selon une valeur de 
6,5 grammes par litre et une productivity de 1,17 grammes par 

30 litre par heure. On n' observe pas la formation de mousse par 
les bacteries. 

La population bacterienne presente dans le bouillon 
se compose d* environ 85% quant au nombre des cellules de la 
souche de bacterie Methylococcus capsulatus ATCC 19069 utili- 

35 sant le methane et 1' azote elementaire et d' environ 19% quant 
au nombre de cellules d'un melange de bacteries n'utilisant 
pas le methane . 
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Les bacteries n'utilisant pas le methane sont isolees 

Q 

en diluant un 6chantillon du bouillon selon un facteur de 10 , 
en etalant I'Schantillon dilu6 our de la gelose " Plate Count 
Agar" (Difco Laboratories) et en laissant incuber pendant 
5 quarante-huit heures a 45°C sous des conditions aerobies en 
I 1 absence de methane. Des colonies seules sont enlevees de la 
gelose et cultivees de maniere r6p6tee sur un milieu frais jus- 
qu'a l'obtention d'une culture pure. Les cultures de bacteries 
isolees de cette faqon ont et6 d£pos6es au "National Collection 

10 of Industrial Bacteria, Aberdeen, Ecosse " ou elles ont re<ju 
las numeros suivants : 11135, 11136, 11137, 11138, 11139, 11140 
et 11141. Les bacteries sont ensuite identifiees selon les 
ouvrages: "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 8eme 
Edition", Skerman " The Genera of Bacteria 2eme Edition M 

15 Williams et Vilkina Co, Baltimore"; Cowan et Steel "Identifi- 
cation of Medical B acteria " , Cambridge University Press 1966 
et " the Distribution and Identification of Non-Fermenting 
Bacteria", J.J.J. Snell, Public Health Laboratory Service 
Monograph series number 4, H.M.S.O, Londres. Les resultats 

20 obtenus k partir de ces essais sont indiqu^s au tableau 1 ci- 
apres. Le melange des bacteries n'utilisant pas le methane 
consiste en 3% quant au nombre de cellules d'une souche de 
bacterie NCIB 11134 en forme de b&tonnets variables a coloration 
Gram non identifi6e et en 1255 quant au nombre d'un melange 

25 constitu6 d'une souche Moraxella NCIB numero 11135, d'une souche 
d' Alcaligenes *de Pseudomonas ou d ' Agrobacterium NCIB numero 
11136, d*une souche de Pseudomonas ou d' Alcaligenes NCIB numero 
11138, d'une souche d "Alcaligenes NCIB numero 11139, d'une 
souche d' Acinetobacter NCIB numero 11140, d'une souche de 

50 Pseudomonas, d 'Alcaligenes ou d'Agrobacterium NCIB numero 
1114-1. 

A titro de comparaison, on effectue un essai pour 
realiser une fermentation sous des conditions identiques a celles 
decrites plus haut sauf que la culture est mise en oeuvre sous 
35 des conditions aseptiques et le seul micro-organisme present 

est la souche de bacterie Me thylo coccus capsulatus ATCC numero 
19069 utilisant du methane et de 1' azote elementaire. On realise 
une operation continue selon un taux de dilution de 0,1 8h avec 
une densite cellulaire d' environ 3,3 grammes par litre et une 
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productivity d'environ 0,59 gramme par litre par. heure. La 
fermentation n'est pas stable en raison de la quantite de 
mousse form§e par la culture. La presence de cette mousse 
provoque des difficultes pour controler les parametres dans 
5 l'appareil de fermentation et on ne peut done pas obtenir 

le taux de dilution envisage ainsi qu'une operation sous des 
conditions constantes. La mousse reduit egalement l'effica- 
cite du pompage selon une mesure telle qu'on ne peut pas 
maintenir un travail constant. 

10 On double la concentration du milieu nutritif amene 

au bouillon. II en resulte une augmentation dans la densite 
cellulaire selon ime valeur de 5,5 grammes par litre. Cette 
augmentation de la densite cellulaire est suivie par une for- 
mation de mousse incontr61able ayant pour conseouence la fin 

15 de la fermentation. Ceci demontre que la presence d'un melange 
de micro-organisme reduit suffisamment la formation de mousse 
pour une operation continue satisf aisante* 
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Explications des abbreviations utilisees dans le tableau 1 
ci-dessus • 

+ reaction positive 

- reaction negative 

5 v variable 
v faible 
i non concluant 

3? reaction de fermentation dans le milieu 

HE pas de reaction 

10 Alk essai a^robie en tube a reaction alcaline 

(+) certaines des cellules observ£es mais non la majorite 

sont mobiles (motility) 
(M?) non eprouv6 
0/F oxydation/fermentation 
15 GYIiA elucbse-levure-leaco-g61ose 

glucose % 5g 

peptone 10 g 

extrait de levure (Difco) 5 g 

lab lemco 10 g 

20 g6lose 20 g 

eau distillee 1000 ml 

autoclave k 121 °C pendant quinze minutes 
NA gelose nutritive (oxoide CM3) 

MJE milieu mineral (solide et liquide} 

Composition 

Solution A Phosphate di-acide de potassium XE^PO^ 16 g 
Phosphate acide disodique lia^SJPOj^^ 
12^0 11,6 g 

30 Eau distill6e 100 ml 

Solution B Nitrate de. sodium UaHOj 11,8 g 

Eau distillee ^ 100 ml 

Solution C Sulfate ferreux FeSO^, 7^0 1,4 g 

Eau distillee 100 ml 

35 Solution D Sulfate de magnesium MgSO^, 7H 2 0 8 g 

titrate de calcium Ca(N0^) 2 ,4H 2 0 2,5 g 

Sulfate de cuivre CuSO^, JEL^O 0,4 g 

Sulfate de zinc ZnSO^^^O -0,034 g 

Sulfate de manganese MnSO^HgO 0,030 g 



25 
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Molybdate de sodium fla 2 Mo0 4 ,2H 2 0 0,024- g 

Eau distillee 600 ml 

Solution E Les solutions A a D sont sterilisees par une fil- 
tration sur membrane et sont conservees en tant 
5 que quatre solutions de reserve steriles concentr§es. 

Le milieu liquide KTE est obtenu en melangeaut 10 ml de solu- 
tion A f 10 ml de solution B, 1 ml de solution C et 1,5 il de 
solution D 1 en ajoutant de l f eau d 1 appoint pour obtenir tin 
volume de 1 litre et en traitant ce milieu a I 1 autoclave a 121°C 
10 pendant quinze minutes. Le milieu solide KTB est obtenu en 

ajoutant 10g de gelose "Difco Noble agar" au milieu liquide MJE 
prepare comme d6crit plus haut avant son traitement a l 1 auto- 
clave. 

Coloration Gram 

15 (a) La methode A est decrite dans "Laboratory Methods in Micro- 
biology" H arrigan, W.P. et Mo Cance, M.E. Academic Press, 
(1966). 

(b) La methode B est telle que celle d6crite dans "Methods 
for the morphological examination et aerobic Coryneform 
20 bacteria. Sampling-microbiological monitoring of environ- 

nements". Curr, G.L. et Keddie , R.M. Societe for Applied 
Bacteriology Technical series N-7, Academic Press (1975). 
Motility . 

Les cultures sont examinees pour -la motilite apres une 
25 croissance pendant dix-huit heures a 50°C sur des fragments NA. 
La base de chaque fragment est immergSe dans de l'eau distillee 
sterile* La partie qui crolt apres incubation est pr6 levee de 
l 1 interface air-eau et est examinee par microscopie a contact 
de phase. 

30 Milieu a base de manganese pour la sporulation - parties NA aux- 
quelles on a ajout6 2 pg d'ions Mn* + par ml (sous la forme de 
sulfate de manganese). Les cultures re<?oivent une incubation 
pendant une duree pouvant representer jusqu'a quatorze jours 
a 30°C et sont ensuite colorees pour les spores. Les cultures 

55 sont ensuite eprouvees pour la viabilite apres une exposition a 
80° C pendant dix minutes. 

L e processus pour les autres essais est decrit dans wowan, 
S.T. et Steel , K.J. "Manual for the identification of medical 
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bacteria", Cambridge University Presse (1966) 

On aooute 4-50C ml d'un milieu nutritif aqueux sterile 
dans un appareil de fermentation sterile d'une capacite de sept 
5 litres. Le milieu nutritif aqueux presente la composition 
decrite plus haut a 1'exemple 1 sauf ou'il contient 1-770 mg 
par litre d'acide nitrique. L' appareil de fermentation regoit 
1 'inoculation de 500 ml d'une culture pure se developpant 
d'une maniere active d'une souche de micro-organismes Methylo- 

10 coccus capsulatus ATCC numero 19069 utilisant du methane et de 
l f azote 616mentaire et est ensuite mis en f onctionnement de 
faQon aseptique sous des conditions discontinues avec une Vites- 
se d 1 agitation de 500 tours par minute, un taux d' aeration de 
dix volumes par volume par heure et un debit de circulation du 

15 methane de dix volumes par volume par heure. Le pH du bouillon 
est maintenu a 6,5 par 1' addition d'une solution d'hydroxyde de 
sodium 1 ,0 N pu d'une solution d'acide sulfurique 5,6 K selon 
les besoins. Lorsque la density des cellules atteint 1 ,0 g par 
litre, la vitesse d 1 agitation est augmentee a 1000 tours par 

20 minute. On realise alors une operation continue a un taux de 

dilution de 0,05 TaT** • Le taux de dilution est augmente a 0,1 h~ 

apres douze heures d' operation en continu et, apres douze heures 

supplementaires, le taux d' aeration est accru a vingt-quatre 

volumes par volume par heure et le d6bit d* alimentation de 

25 methane a six volumes par volume par heure. Apres quinze heure s 

— 1 

supplementaires, le taux de dilution est augmente a 0,18 h 
La density des cellules est de 3,3 6 par litre et le taux de 
production est environ de 0,59 g par litre par heure* L 1 opera- 
tion est instable en raison de la presence de %bl mousse formee 

30 par la culture. Cette mousse empSche une operation sous des 

conditions constantes. A ce stade, on abandonne les conditions 
aseptiques et. f apres deux heures d' operation sous des conditions 
non aseptiques, la mousse commence a diminuer et plusieurs 
souches difierentes de bacteries apparaissent dans le bouillon. 

35 Apres vingt-quatre heures supplementaires, une operation sous 
des conditions constantes est possible avec une densite des 
cellules de 3,4 grammes par litre et un taux de production 
d f environ 0,61 gramme par litre par heure. On ne constate pas 
la formation de mousse. Tine analyse du bouillon donne une 
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population becterieirne qui est identique a celle de 1'exer.ple 
1. Cet exemple demontre que la lormation de la mousse peut 
Stre rc-duite efficacement per la presence d f un melange de 
micro-orpr^riismes - 

BnrreFT.K 3 

On a,ioute dans la cuve d'un appareil de fermentation ,d 'une 
capacite de sept litres , 4,5 litres d'un milieu nutritif 
aqueux presentant la composition suivante : 

HNO- 3500,0 mg 

10 KH 2 P0^ 550,0 mg 

Na 2 HP0 4 , 12H 2 0 300,0 mg 

MgS0^,7H 2 0 1?0,0 mg 

CaCl 2 (anhydre) 40,0 mg 

15 CuS0^,5H 2 0 4,0 mg 

FeS0 4 ,7H 2 0 # 15,0 mg 

ZnS0^,7H 2 0 1 ,0 mg 

Hn30 4 ,H 2 0 1 ,0 m*r 

CoC^^HgO 0,04 mg 

20 Na 2 Mo0 ij _,2H 2 0 0,4 mg 

Eau distillee auantite suffisaiate 

pour un litre. 
Le pH du milieu est ajust6 a 6,4 par 1' addition d'hy- 
droxyde de sodium aqueux 2,0 N. L' appareil de fermentation 
25 reqoit alors 1 'inoculation de 500 ml d'une culture a crois- 

sance aseptique d'une fiole sous agitation d'une souche Methylo- 
coccus capsulatus ATCC n° 19069 et 1' operation est commencee 
sous des conditions de dc veloppement discontinu a une vitesse 
d 1 agitation de 100O tours par minute, une temperature de 45°C , 
30 un debit d' admission d'air de 10 volumes par volume par heure 
et un debit d' admission de methane de 10 volumes par volume 
par heure. 

Le pH est regie a 6,4 par 1* addition d'une solution 
aqueuse d'hydroxyde de sodium 2,0 N ou d'une solution d'acide 
55 sulfurique 3,6 IT ei^ utilisart un dispositif de dosaere automa- 
tioue. Lorsque la density des cellules atteint 2,0 grammes par 
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litre, une operation continue est realisee en amenant le 
milieu nutritif aqueux, de fagon continue, dans le bouillon 
et en retirant le bouillon selon un taux qui maintient un volume 
5 de travail constant de cinq litres dans l'appareil de fermen- 
tation. Le taux de dilution initial est de 0,05h~ . A mesure 
que la densite des cellules augmente, le taux de dilution, la 
vitesse d' agitation, le debit d • introduction du methane et le 
debit d' introduction de l'air sont progressivement augmented 

10 pour obtenir, apres trente-six heures d' operation continue, un 
taux de dilution de ",i8h _i , una vitesse d« agitation de 2000 
tours par minute, un debit d' admission d'air de quarante -huit 
volumes par volume par heure et un debit d* admission de methane 
de douze volumes par volume par heure. 

15 A ce stade, le milieu nutritif aqueux est change en 

celui qui ne contient pas d'acide nitrique. Le nouveau milieu 
presente la composition suivante s 

Na^P0 i| .,12H 2 0 
20 HgSO^THgO 

0aCl 2 ( anhydre ) 

CuSO^^HgO 

FeB0 4 ,7H20 

ZnSO^.THgO 
25 MnSO^.HgO 

CoClg^HgO 0,08mg 

NagKoO^.^O 0,8 mg 

Eau distillee quantite suffisante 

pour 1 litre. 

50 On ajoute separement au bouillon de 1' azote sous la 

forme d'hydroxyde d* ammonium. Le taux d« addition est suffisant 
pour qu'il couvre environ 95% de 1' azote necessaire pour la 
croissance du micro-organisme . Le taux est determine en estimant 
la densite des cellules de la culture se developpant (par un 

35 procede optique densimetrique) et en utilisant la densite des 
cellules pour mesurer le taux selon lequel 1' azote a ete 
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incorpore dans la biomasse. Les 5#> restants (approxitnativement) 

de 1' azote necessaire pour la croissance sont satisfaits 

par l f azote 6l6mentaire present dans l'air amen6 au bouillon. 

Apres soixante heures supplement a ires , on obtient p*ir 
5 une operation continue , sous des conditions constantes, une 
densite des cellules de 11,67 g de poids sec par litre et un 
debit de production de 2,1 g par litre par heure. On ne constate 
pas la formation de mousse par la culture* L* analyse des bac- 
teries presentes dans le bouillon donne la mSme population 
10 que celle decrite a l'exemple 1. 

On repete le procede decrit a l'exemple 5 sauf cue la 
soucbe de micro-organisme utilisant du methane Methylococcus 
capsulatus ATCC numero 19069 est remplacee par une nouvelle 

15 soucbe de Methylococcus capsulatus NCIB numero 10856. La nouvel- 
le souche est isOlee d'un echantillon de sol. On obtient avec 
une operation continue, sous des conditions constaiites, une 
densite des cellules de 13,1^g de poids sec par litre par 
heure, ce qui correspond a un debit de production de 2,4 grammes 

20 par litre par heure. II n'y a pas de production de mousse et 

1" analyse de la population bacterienne prSsente dans le bouillon 
indique qu'elle est identique a celle decrite a l'exemple 1 
sauf que le micro-organisme utilisant le methane est la souche 
Methylococcus capsulatus NCIB numero 10856. 

P5 Le bouillon cultive a partir de 1'appareil de fermenta- 

tion lorsqu'il a regu un traitement sous des conditions cons- 
tantes est introduit dans une centrifugeuse a circulation conti- 
nue Sharpies Type 16 fonctionnant a 17.000 tours par minute. La 
centrifugation est realisee selon deux debits differents d'ali- 

30 mentation, a savoir 571 ml par minute et 77^ »1 par minute. La 
concentration de la biomasse dans le bouillon introduit dans la 
centrifugeuse et la concentration de la biomasse dans l 1 effluent 
aqueux decharge de la centrifugeuse sont mesurees conformement 
au poids des cellules seches par litre. Le poids de la biomasse 

35 rtlcuperee de la centrifugeuse est ensuite estime a partir des 
mesures du poids des cellules seches. Les r^sultats ainsi 
obtenus sont indiqiKS au tableau 2 ci-apres. 

A titre de conparaison, le bouillon cultive .conformement 
au proced<' decrit n l'exemple 3, est centrifuge sous des 
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conditions identiques a celles decrites plus haut et les resul- 
tats ainsi obtenus sont indiques au tableau 2 ci-apres- 

Les result ats montrent que pratiquement toute la bio- 
masse peut Stre recuperee par centrifugation du bouillon conte- 
5 nant la nouvelle souche Methylococcus capsulatus NCI3 numero 
10856 tandis que seulement environ 97,5/- de la biomasse peuvent 
§tre recuperes du bouillon contenant la souche connue Methylo- 
coccus capsulatus ATCC num6ro 19069- Les result ats demontrent 
egalement que, sous des conditions de travail identiques, la 

10 productivity de la nouvelle souche MCIB numero 10856 est bien 
superieure a celle de la souche connue ATuC numero 19069- 

En plus des caracteristiques decrites plus haut, la 
nouvelle souche presente un rendement superieur sur le methane 
que la souche connue- La nouvelle souche Methylococcus capsula— 

15 tus NCIB numero 10856 differe egalement de la souche connue en 
ce qu'elle produit moins de matiere a base de polysaccharides 
capsulaire par poids unitaire de biomasse que la souche connue 
ATCC num6ro 19069- On suppose que les caracteristiques supe- 
rieures de centrifugation de la nouvelle souche sont dues a la 

20 quantite reduite de matiere capsulaire produite par les micro- 
organismes* 
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REVENDICATIONS 

1 - Procede de production d'une matiere a base de proteines 
en utilisant du methane comme source de carbone, ledit precede 
consistent a cultiver un micro-organisme utilisant du methane 
dans un bouillon comprenant un milieu nutritif aqueux, en pre- 
sence de methane et d'un gaz contenant de l'oxygene libre, 
caracterise en ce que, en plus du micro-organisme utilisant le 
methane, au moins un micro-organisme qui peut utiliser les subs- 
tances favorisant 1' apparition de mousse, formees par le micro- 
organisme utilisant le methane, est present dans le bouillon. 

2 - Procede suivant la revendication 1 , caracterise en ce 
que le micro-organisme utilisant le methane est un element du 
groupe Methylomonae, Methylobacter, Methylosinus ou Methylococcus. 

3 - Procede suivant l'une des revendications 1 et 2, 
caracterise en ce que le micro-organisme utilisant le methane est 
une souche de Methylococcus capsulatus. 

4 - Procede suivant l'une des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que le micro-organisme utilisant le methane 
est la souche Methylococcus capsulatus NCIB numero 10856. 

5 - Procede suivant l'une des revendications 1 a ^, 
caracterise en ce que le micro-organisme utilisant du methane 
peut utiliser de 1' azote elementaire en tant que source d' azote. 

6 - Procede suivant l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le micro-organisme qui peut utiliser les 
substances favorisant 1' apparition de mousse est un element du 
genre Acinetobacter , Alcaligenes, Agrobacterium, Moraxella, 
Pseudomonas, Flavobacterium, Bacillus, Micrococcus ou 
Pediococcus. 

7 - Procede suivant l'une des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce qu'un melange de micro-organismes qui peuvent 
utiliser les substances favorisant 1' apparition de mousse est 
present, le melange comprenant un element de chacun des genres 
Acinetobacter, Alcaligenes, Agrobacterium, Moraxella et 

Pseudomonas. x _ 

8 - Procede suivant l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le micro-organisme qui peut utiliser des 
substances favorisant 1' apparition de mousse est une souche 
d'une bacterie NCIB numero 1113*. 

9- Procede suivant l'une des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que le micro-organisme qui peut utiliser les 




substances favorisant ]• apparition de mousse est une souche 
Moraxella NCIB numero 111 55» 

10 - Procede suivant l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le micro-organisme qui peut utiliser les 

p substances favorisant 1' apparition de mousse est une souche 
d' Alcaligenes, d 1 Agrobacterium ou de Pseudonionas NCIB numero 
1 1156. 

11 - Procede suivant I'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le micro- organ isme qui peut utiliser les 

10 substances favorisant l 1 apparition de mousse est une souche 
d 1 Alcaligenes, d 1 Agrobacterium ou de Pseudomonas NCIB numero 
11137- 

12 - Procede suivant l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le micro- organ isme qui peut utiliser les 

15 substances favorisant 1' apparition de mousse est une souche 
d' Alcaligenes pu de Pseudomonas NCIB numero 111 36. 

15 - Procede suivant I'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le micro-organ isme qui peut utiliser : 
substances favorisant 1* apparition de mousse est une souche 

20 d 1 Alcaligenes NCIB nuinoro 11139* 

14- - Procede snivant I'une des revendications 1 a 5, 
caract6ris€* en ce que le micro- organ isme qui peut utiliser les 
substances favorisant 1* apparition de mousse est une souche 
d' 'vcinetobacter tfCTB numrro 11140. 

23 15 - Procede suivant l'une des revendications 1 a 5, 

caracterise en ce que le micro-organisme qui peut utiliser les 
substances favorisant liapparition de mousse est une souche 
d 1 Alcaligene'o, d f A^robact erium ou de Pseudomonas NCIB numero 
11141, 

30 16 - Procede snivant l'une des revendications 1 a 15, 

caracterise en ce que la proportion quant au nombre de cellules 
du micro-organ isme utilisant du methane present dans le bouillon 
par rapport au nombre de cellules du mi cro-organisme ou des 
micro-organismes qui peut ou qui peuvent utiliser les subfltances 

35 favorisant 1 'apparition de mousse est comprise dans la gamme 
de 40 a 98 %. 

17 - Frocede suivant l'une des revendications 1 a 16, 
caracterise en ce que le pH du bouillon est dVune.valeur com- 
prise dans la gamine de 5,5 a 7,0. 
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18 - Procede suivant l , une des revendications 1 a 17, 
caracterise en ce que la temperature du bouillon est d'une 
valeur comprise dans la gamme de 30°C a 55°C* 

19 - Procede suivant rune des revendications 1 a 18, 

5 caracterise en ce que la concentration des ions ammonium dans 
le bouillon est comprise dans la gamine de 2 a 50 milligrammes 
par litre. 

20 - La souche Methylococcus capsulatus NCIB numero 

10856. 

10 21 - La souche de bacterie NCIB numero 11134. 

22 - La souche de Moraxella NCIB numero 11135* 

23 - La souche d f Alcaligenes, d^grobacterium ou de 
Pseudomonas NCIB numero 11136. 

24 - La souche d 1 Alcaligenes, d* Agrobacterium ou de 
^ Pseudomonas NCIB numero 11137- 

25 - La souche d f Alcaligenes ou de Pseudomonas NCIB 
numero 11138. 

26 - La souche d 1 Alcaligenes NCIB numero 11139. 

27 - La souche d 1 Acinetobacter NCIB numero 11140 

20 28 - La souche d 1 Alcaligenes, d f Agrobacterium ou de 

Pseudomonas NCIB numero 11141. 
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